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酶 标 板 法 监测 可是 乙 酰 胆 碱 酯 酶 对 
未 虫 剂 的 不 敏感 性 
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(中 国 科学 院 动物 研究 所 ， 农 业 虫 鼠 害 综合 治理 研究 国家 重点 实验 室 ， 北 京 100080) 


RE: 用 酶 标 板 法 测定 了 不 同 浓 度 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 杀 虫 剂 在 反应 不 同时 间 内 对 棉 蚜 Aphis 
gossypii C. BEAR RRR RB CAChE) KA EF. ZAR A RAR EE 1605, FRR, ARR, 
氧 乐 果 和 乙酰 甲 胺 磷 对 棉 蚜 AChE 均 无 明显 的 抑制 作用 。 当 用 0.01 mol/L 灭 多 威 与 酶 及 底 物 反应 
1 h 对 北京 棉 蚜 (敏感 ) 种 群 AChE 的 抑制 率 可 达 82.4% ， 与 反应 2 h 89.4% 仅 差 7%。 因 此 以 0.01 
mol/L 灭 多 威 反 应 1 h 测定 棉 蚜 AChE 对 它 的 敏感 性 是 合理 的 。 通 过 测定 北京 地 区 寄主 为 鼠 李 和 棉 
花 以 及 山东 高 密 寄主 为 棉花 的 棉 蚜 种 群 中 个 体 AChE 活性 的 分 布 和 灭 多 威 对 其 抑制 的 分 布 ， 表 明 
3 个 棉 蚜 种 群 中 AChE 个 体 频率 的 分 布 差异 不 大 ， 而 灭 多 威 对 三 个 种 群 个 体 AChE 的 抑制 率 小 于 
30% 的 个 体 分 别 为 2.4%、16% 和 29% 。 抑 制 率 大 于 70% 的 个 体 分 别 为 72% 、33% 和 1% ， 与 生 
物 测定 结果 一 致 。 因 此 ， 用 酶 标 板 法 测定 棉 蚜 个 体 AChE 对 氨基 甲酸 酯 的 不 敏感 性 频率 可 作为 棉 
蚜 对 氨基 甲酸 酯 抗 性 的 监测 技术 ， 为 棉 蚜 化 学 防治 提供 依据 。 


关键 词 : HS; 酶 标 板 法 ; 乙酰 胆 碱 酯 酶 ;， ABA 
中 图 分 类 号 : Q965.9 文献 标识 码 : A 


棉 蚜 Aphis gossypii Glover E XJ ERE. HL. RM. BBP. mht. BE SH EBS 
虫 ， 因 其 生命 周期 得， 繁殖 力 强 ， 严 重地 影响 经 济 作 物 的 产量 。 上 前 使 用 杀 虫 剂 防治 棉 蚜 仍 
是 最 主要 的 手段 。 有 关 棉 蚜 对 杀 虫 剂 抗 性 的 报道 较 多 。1980 年 日 本 用 杀 虫 剂 防治 西瓜 和 甜 
mo ， 黄 瓜 和 菊花 :224 上 的 棉 蚜 失败 。 英 国 早 在 1975 年 在 温室 中 开始 使 用 抗 蚜 威 防治 葫芦 科 植 
物 和 菊花 上 的 棉 蚜 效果 突出 ， 使 用 几 年 后 发 现 因 棉 蚜 产 生 抗 性 ， 导 致 防治 失败 3。 美国 至 少 
有 三 个 州 (Mississippi，California 和 Alabama) 报道 了 棉 蚜 对 有 机 磷 杀 虫 剂 的 抗 性 "4'3 RA 
早 在 1964 年 就 报道 了 棉田 棉 蚜 对 1059 产生 抗 性 61， 随后 有 关 棉 蚜 对 杀 虫 剂 的 抗 性 报道 很 
-Ataa 

As Bt TA DL BE A A E F R BG ES AK OFA BY Se EBL H EO SE t E a A AChE 变 
构 '19~!?1。 当 然 多 功能 氧化 酶 也 是 导致 棉 蚜 对 杀 虫 剂 抗 性 和 交互 抗 性 的 原因 。 由 于 棉 蚜 匀 浆 
后 体内 产生 内 源 抑 制剂 以 至 于 体外 无 法 进行 测定 "' 中 。 为 了 提高 害虫 抗 性 检测 水 平 ， 目 前 已 成 
功 地 使 用 快速 、 简 易 和 准确 的 滤纸 酯 酶 方法 测定 个 体 棉 蚜 酯 酶 的 活性 ， 以 监测 田间 蚜虫 种 群 
中 抗 性 棉 蚜 、 敏 感 棉 蚜 和 杂 合 子 棉 蚜 酯 酶 基因 表现 型 的 频率 分 布 [3'14;。 但 这 方法 并 不 适合 于 
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氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 的 抗 性 监测 。 

本 文 用 酶 标 板 法 测定 棉 蚜 AChE 和 氨基 甲酸 酯 对 AChE 的 抑制 作用 ， 试 图 以 快速 简易 准 
确 的 方法 监测 田间 种 群 中 棉 蚜 对 氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 抗 性 、 敏 感 和 杂 合 等 个 体 表现 型 的 频率 ， 
以 利于 抗 性 预测 。 为 指导 轮换 使 用 杀 虫 剂 和 延缓 棉 蚜 抗 性 发 展 ， 提 高 综合 治理 水 平 提供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 tp 

采 自 中 国 科 学 院 动物 研究 所 院内 木 覃 上 的 无 翅 成 蚜 ， 接 种 到 棉 苗 上 饲养 后 的 棉 蚜 (RS, 
敏感 种 群 ); 北京 地 区 鼠 李 上 采集 的 棉 蚜 (RRA); 山东 高 密 棉 田 内 采集 的 棉 蚜 (高 棉 蚜 ， 
抗 性 种 群 )。 
1.2 试剂 与 仪器 

碘 化 硫 代 乙 酰 胆 碱 (ATChI) 和 二 硫 双 硝 基 苯 甲酸 (DTNB), SIGMA 公司 产品 ; Triton 
X-100， 上 海 化 学 试剂 厂 ; 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 。 

仪器 : 酶 标 仪 ，BIO-RAD MODEL 450。 
1.3 生物 测定 

参照 孙 耘 芹 等 (1987) 的 方法 :1!01。 测 试 药剂 用 丙酮 配制 ， 稀 释 5 一 6 个 浓度 ， 用 定量 毛 
细 管 点 滴 器 将 药 液 点 滴 在 蚜虫 背部 。 每 个 浓度 重复 3 次 ， 另 用 丙酮 作 空白 对 照 。 处 理 后 的 是 
息 在 正常 条 件 下 饲养 ，$ h 检查 死 虫 数 ， 计 算 LDS. 
1.4 棉 蚜 乙 酰 胆 碱 酯 酶 (AChE) 活性 的 测定 

取 50 头 无 翅 成 蚜 以 每 头 60 pL 磷酸 缓冲 液 ( 含 0.1% Triton X-100, pH7.4) DR, Æ 
3 500 r/min 离心 10 min， 取 上 清 液 作为 酶 源 于 4"C 冰 浴 中 。 在 96 孔 微 量 滴 度 酶 标 板 中 每 个 孔 
先 加 50 pL 磷酸 缓冲 液 ， 在 横 列 A 的 1 一 12 列 中 加 3 pL 无 水 乙醇 ， 横 列 B~G 分 别 加 3 pL 不 
同 浓度 杀 虫 剂 (无 水 乙醇 配制 )， 每 3 个 孔 为 重复 ， 每 孔 加 20 pL 棉 蚜 义 浆 液 ， 室 温 25°C 保 
持 10 min， 加 200 pL 的 ATChI ( 终 浓度 为 0.5 mmol/L) 和 DTNB ( 终 浓 度 为 5 pmol/L) 的 
混合 液 。 横 列 H 项 除 不 加 酶 ， 其 他 相同 作为 空白 对 照 以 进行 校正 。 在 酶 标 仪 上 414 nm 间隔 
时 间 为 0, 0.5h,，1h， 和 2h 测 OD 值 ， 计 算 AChE 活力 。 
1.5 棉 蚜 种 群 中 个 体 ACHE 和 杀 虫 剂 对 棉 蚜 ACHE 抑制 率 分 布 的 测定 

每 个 棉 蚜 种 群 中 到 90 KAR, SP RIA EK EH 60 pL 磷酸 缓冲 液 ( 含 0.1% Triton X- 
100, pH7.4) SJR, {è Moores 等 '2 方 法 进行 测定 ， 抑 制 率 (%)= (对 照 酶 活 一 抑制 后 剩 
余 酶 活 ) /对照 酶 活 x 100。 计 算 每 头 棉 蚜 AChE 活力 和 灭 多 威 对 ACHE 的 抑制 率 ， 按 李 梅 
等 5 方法 画 出 频率 分 布 图 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 生物 测定 


灭 多 威 对 北京 和 山东 高 密 棉 蚜 的 毒性 见 表 1。 
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R1 RSERTRBHRBE (LD: png/ 是) 
Table 1 The toxicity of methomyl to cotton aphid (LDso: ug/aphid) 
棉 蚜 种 群 Population LDsp LDys b 抗 性 指数 Resistance index 
北京 种 群 Beijing 0.00084 0.0082 1.657 +0.246 1 
(0.00042~0.00129) (0.00465 ~0.0254) 


高 密 种 群 Gaomi 0.0076 0.038 2.318 +0.335 9.05 
(0.00335 ~0.0117) (0.0211 ~0.217) 


2.2 不 同 杀 虫 剂 对 棉 蚜 AChE 的 抑制 作用 

用 北京 棉 蚜 种 群 比较 甲 基 1605. FERRE. ARE. ARR. CRP. RARAKS 
威 对 棉 蚜 AChE 的 抑制 作用 (图 1)。 结 果 表 明 ， 不 同 浓度 甲 基 1605. SRM Rt 
棉 蚜 AChE 的 抑制 作用 不 明显 ，0.1 mol/L 时 这 3 种 杀 虫 剂 对 AChE 还 有 激活 作用 。 不 同 浓度 
的 久 效 磷 和 和 氧 乐 果 对 棉 蚜 的 AChE 有 一 定 的 抑制 作用 ， 其 抑制 率 随 浓度 的 增加 稍 有 增加 ， 在 
最 高 浓度 0.1 mol/L 时 ， 其 抑制 率 仅 分 别 达到 24.9% 和 21.8%, RAMA KZ XT the 
AChE 的 抑制 作用 在 最 高 浓度 0.1 mol 亿 时 ， 其 抑制 率 可 分 别 达 到 62.9% 和 5$9.2% ， 但 不 同 
浓度 之 间 差 异 不 明显 ， 即 使 浓度 提高 ， 抑 制 率 变化 不 大 。 由 此 表明 用 酶 标 板 法 测定 棉 蚜 个 体 
AChE 对 杀 虫 剂 的 不 敏感 性 ， 只 适合 于 氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 如 灭 多 威 和 残杀 威 等 ， 而 不 适合 
于 大 部 分 有 机 磷 杀 虫 剂 。 因 此 ， 酶 标 板 法 测试 AChE 不 敏感 性 可 以 作为 氨基 甲酸 酯 类 杀 虫 剂 
抗 性 的 生化 监测 方法 。 

一 1605 + ARR 。 一 - 氧 乐 果 2.3 不 同 反应 时 间 对 不 同 浓度 灭 多 威 对 棉 
80 ae 蚜 ACHE 抑制 作用 的 影响 

用 北京 棉 蚜 种 群 比较 在 不 同 反应 时 间 
不 同 浓度 的 灭 多 威 对 棉 蚜 AChE 的 抑制 作 
用 (图 2)。 结 果 表 明 反 应 0.5h 时 ，0.001， 
0.01 和 0.05 mol/L 的 灭 多 威 对 棉 蚜 AChE 
的 抑制 率 分 别 为 60%, 75.7% 和 79.4% ; 


0.01 


抑制 率 
Inhibitory rate(%) 





浓度 ”Concentrationk(mol7/L) 


图 1 不 同 杀 虫 剂 对 棉 蚜 AChE 的 抑制 作用 反应 1h 时 分 别 为 68.7%，82.4% 和 
Fig. 1 Inhibition of different insecticides to 85.7% ; 反应 2h 时 分 别 为 73.8%, 89.4% 
acetylcholinesterase in cotton aphids Al 92.3% ; 低 浓度 灭 多 威 (0.001 mol/L) 


反应 2h 时 其 抑制 率 仅 为 73.8%; 0.01 
mol/L 灭 多 威 反 应 1 h 和 2 h 时 对 AChE 的 抑制 率 分 别 可 达 82.4% 和 89.4%， 二 者 仅 差 7%。 
当 浓 度 提高 到 0.05 mol/L 时 ， 抑 制 率 分 别 为 85.7% 和 92.3%， 二 者 相差 3%。 因此， 认为 采 
用 0.01 mol/L 的 灭 多 威 反 应 时 间 1 h 作为 酶 标 板 法 测试 棉 蚜 AChE 不 敏感 个 体 表现 型 比较 合 
适 。 
2.4 不 同 棉 蚜 种 群 个 体 ACHE 活性 的 频率 分 布 
从 北京 和 山东 高 密 和 鼠 李 上 棉 蚜 种 群 中 棉 蚜 AChE 活性 的 频率 分 布 (图 3) 可 以 看 到 在 
OD 值 <0.30 的 京 鼠 蚜 有 86%, RHA 90% ， 高 棉 蚜 有 87% 的 个 体 ; OD 值 >0.50 的 ， 京 蚜 
和 京 鼠 蚜 均 为 0， 高 棉 蚜 为 13%。 因 此 从 京 鼠 蚜 ， 京 蚜 和 高 棉 蚜 的 种 群 间 个 体 AChE 的 频率 
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分 布 推测 差异 不 大 ， 高 棉 蚜 对 灭 多 威 的 抗 性 可 能 与 AChE 的 变 构 有 关 。 
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图 3 不 同 种 群 棉 蚜 AChE 活性 的 频率 分 布 


图 2 不 同 浓度 灭 多 威 在 不 同时 间 对 Fig. 3 Individual frequency of 


棉 蚜 AChE 的 抑制 作用 


Fig. 2 Inhibition of insecticides on acetylcholinesterase 


acetylcholinesterase activity in 


| three cotton aphid populations 
in cotton aphids with different reaction times 


2.5 灭 多 威 对 不 同 棉 蚜 种 群 个 体 ACHE 抑制 率 分 布 

用 0.01 mol/L RA RMI RA, A Vf ORNA 
苗 和 山东 高 密 棉田 的 棉 蚜 种 群 个 体 ACHE 的 抑 a 
制 率 分 布 (图 4). ARKH, 0.01 mol/L 的 
灭 多 威 对 北京 鼠 李 、 棉 苗 和 山东 高 密 棉 田 的 棉 
SATE TR ACHE MARAT 30% 的 个 体 作 于 
为 抗 性 个 体 ， 表 现 型 分 别 为 2.4%，16% 和 
29% ; 抑制 率 大 于 70% 的 个 体 作为 敏感 个 体 的 
表现 型 分 别 为 71.7% ，33% 和 1%。 棉 蚜 种 群 
个 体 棉 蚜 AChE 对 灭 多 威 的 不 敏感 型 ， 中 间 
型 ， 敏 感 型 的 比例 : 京 鼠 蚜 为 1:11:3; Re 
为 : 1:3:2; 高 棉 蚜 为 33:80:1。 这 清楚 指出 高 
” 棉 蚜 种 群 中 个 体 AChE 对 灭 多 威 的 不 敏感 性 个 体 比 京 蚜 和 京 鼠 蚜 要 高 。 证 明了 灭 多 威 抗 性 与 
AChE 不 敏感 性 有 一 定 关 系 。 因 此 使 用 酶 标 板 法 测定 个 体 棉 蚜 AChE 对 氨基 甲酸 酯 不 敏感 性 
的 方法 可 以 作为 测定 棉 蚜 对 氨基 甲酸 酯 抗 性 的 监测 技术 。 


3 讨论 


棉 蚜 对 氨基 甲酸 酯 杀 虫 剂 的 主要 抗 性 机 制 是 由 于 棉 蚜 体内 乙酰 胆 碱 酯 酶 (AChE ) 变 构 ， 
杀 虫 剂 对 其 抑制 不 敏感 而 产生 抗 性 。1995 年 报道 了 抗 蚜 威 对 温室 中 寄主 黄瓜 和 菊花 上 棉 蚜 抗 
性 的 生化 机 制 ， 抗 蚜 威 对 菊花 上 抗 性 棉 蚜 AChE 的 抑制 中 浓度 (C) 比 敏 感 种 群 高 出 900 倍 ， 
对 底 物 的 亲 和 性 降低 了 300 倍 ， 证 明了 棉 蚜 对 抗 蚜 威 抗 性 的 主要 原因 是 由 于 AChE 的 变 构 引 
起 的 。Moores 等 !! 站 认为 在 棉 蚜 中 至 少 有 2 个 AChE 等 位 基因 的 变异 。 本 文 用 酶 标 板 法 测定 灭 
多 威 对 北京 地 区 鼠 李 ， 棉 苗 和 出 东 高 密 棉田 的 棉 蚜 种 群 中 个 体 AChE 活性 频率 分 布 ，3 个 种 
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图 4 灭 多 威 对 不 同 槐 是 种 群 个 体 
AChE 抑制 率 的 分 布 
Fig. 4 Frequency of inhibition rate by 
methomyl of individual acetylcholinesterase 


activity in three cotton aphid populations 
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群 除 鼠 李 棉 蚜 种 群 内 敏感 个 体 比 例 较 大 外 ， 北 京 棉 苗 和 高 密 棉田 的 棉 蚜 种 群 间 的 差异 不 大 ， 
表明 灭 多 威 抗 性 与 棉 蚜 AChE 活力 关系 不 大 。 而 从 测试 灭 多 威 对 棉 蚜 个 体 AChE 的 抑制 作用 ， 
可 看 出 北京 地 区 寄生 在 鼠 李 上 棉 蚜 种 群 对 灭 多 威 的 不 敏感 性 频率 比较 低 ， 以 抑制 率 小 于 30% 
的 个 体 作 为 抗 性 表现 型 ， 鼠 李 种 群 仅 为 2% 个 体 ， 北 京 棉 苗 和 山东 高 密 棉 田 的 棉 蚜 种 群 分 别 
为 16% 和 29% 的 个 体 ， 抗 性 个 体 数 明显 有 了 增加 。 以 抑制 率 大 于 70% 的 个 体 作 为 敏感 表现 
型 ， 鼠 李 上 棉 蚜 种 群 中 有 71% 个 体 ， 北 京 棉 苗 和 高 密 的 槐 蚜 种 群 分 别 为 33% 和 1% 个 体 。 高 
密 种 群 中 敏感 个 体 数 明显 有 了 降低 ， 这 与 生物 测定 结果 基本 相符 。 说 明 棉 是个 体 AChE 的 不 
敏感 性 是 氨基 甲酸 酯 杀 虫 剂 抗 性 的 主要 原因 之 一 。 

本 文 用 微量 酶 标 板 法 测定 有 机 磷 杀 虫 剂 甲 基 1605， 辛 硫 磷 和 乙酰 甲 腕 磷 对 棉 蚜 个 体 
AChE 均 无 抑制 作用 。 用 0.5$% 的 氧 乐 果 和 久 效 磷 抑 制 率 仅 达 20% 左 右 ， 各 浓度 之 间 与 AChE 
不 敏感 的 相关 性 不 明显 。 高 希 武 等 05 用 1.9x10-4 mol/L 浓度 的 氧 乐 果 对 4 个 地 区 桃 蚜 种 群 
的 AChE 的 抑制 作用 时 ， 在 反应 1.5 min 时 平均 抑制 率 达 32.3% 一 55.9% ， 并 提出 了 与 抗 蚜 
威 ， 马 拉 硫 磷 ， 氧 乐 果 的 抗 性 有 一 定 相关 性 ， 由 此 说 明 棉 是 与 桃 蚜 的 抗 性 机 制 之 间 存 在 差异 ， 
尚 待 进一步 研究 。 
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The insensitivity of AChE in Aphis gossypii Glover to insecticides 
monitored by microplate assay method 


FENG Guo-lei, LI Mei, ZHAO Zhang-wu , HE Feng-qin 
(Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, State Key Laboratory 
of Integrated Management of Pest & Rodents, Beijing 100080) 


Abstract: In this paper the microplate assay was used to determine AChE inhibition by different concentra- 
tions of organophosphate and carbamate insecticides. The results showed that there were no inhibition of 
organophosphate insecticides, such as methyl parathion, monocrotophos, omethoate and acephate to the 
AChE of cotton aphid. By measuring the AChE activity of individual cotton aphids on cascara and on cotton 
seedling in Beijing and Gaomi, Shandong Province, along with the inhibitory frequency of methomy] to it, 
it was found that the distributive frequency among individual AChE activities was similar among the three 
populations of cotton aphid tested. The individuals with inhibitory rate of methomyl to individual AChE be- 
low 30% in the three different populations were amounted to 2.4%, 16%, 29%, respectively. The in- 
dividuals with inhibitory rate over 70% , accounted for 72% , 33% and 1% of the three populations re- 
spectively. The difference among these three populations was noticeable, and this result was in accord with 
the outcome of biological measurement.. Consequently the method of microplate titer assay would be a bet- 
ter forecast skill for determinating insensitivity of AChE to carbamate insecticides in cotton aphid. It might 


be helpful for releasing pest resistance. 
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